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摘要 
 
甲壳动物缺乏获得性免疫，主要依靠先天性免疫抵御病原的入侵。血细胞
是甲壳动物最主要的免疫细胞，其吞噬作用是病原清除的主要方式之一。根据
形态特征，甲壳动物的血细胞被分成不同类群，但究竟哪类细胞具有吞噬外源
颗粒能力目前还存在争议。为了了解血细胞的吞噬特性，本研究采用流式细胞
技术，分析了红螯螯虾血细胞对非生物颗粒与生物颗粒的吞噬情况。首先我们
通过流式技术对红螯螯虾血细胞进行分析，发现主要分成两个类群，并将这两
个类群分选出来，显微镜观察显示其中一群为颗粒细胞（granulocytes, GC），
另一群为半颗粒细胞（semigranulocytes, SGC）。接着我们研究了血细胞吞噬荧
光微球的能力，发现向螯虾血液循环系统中注射微球 4h 后，血细胞吞噬微球的
达到平台期，其中吞噬 0.2 μm 微球的血细胞比例约 10.46%，吞噬 2 μm 微球的
血细胞比例约 4.74%；此外注射荧光微球的剂量也有阈值，当 0.2 μm 或 2 μm
微球与血细胞的比例分别超过 4000:1 以及 50:1 时，吞噬微球的血细胞比例基本
不再增加，分别为 14.68%和 8.53%。因微球的数量远大于血细胞数量，在吞微
球的血细胞中能观察到多个微球颗粒。这实验结果说明在螯虾血细胞中，仅有
一小部分具有吞噬微球能力。 
随后我们用以微球与血细胞的比例 4000:1（0.2 μm 微球）以及 50:1（2 μm
微球）的剂量分别注射螯虾，连续观察 5 小时，对具有吞噬能力的细胞进行类
型分析。发现注射 0.2 μm 微球 5 小时后，血细胞总吞噬率为 13.49%，吞噬微
球的细胞中 99%以上是 SGC。对于 2 μm 微球而言，注射 5 小时后，血细胞总
吞噬率可达 9.09%；约有 8.11%的 SGC 和 11.00%的 GC 吞噬了微球，分别占吞
微球细胞的 58.58%和 41.42%。实验结果说明，SGC 能够吞噬大小不同的非生
物颗粒，而 GC 仅能吞噬较大的非生物颗粒。 
由于 SGC 可以分别吞噬 0.2 μm 和 2 μm 微球，为了了解吞噬两种微球的
SGC 是否是同一群细胞，我们将带红色荧光的 0.2 μm 微球和带绿色荧光的 2 
μm 微球的混合悬液注射到螯虾体内。结果显示，有 17.97%的 SGC 吞噬了 0.2 
μm 微球，5.57%的 SGC 同时吞噬了两种微球，几乎没有单独吞 2 μm 微球的
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
摘要 
II 
 
SGC。SGC 总吞噬率为 23.54%，接近单独注射两种颗粒时 SGC 吞噬率之和。
该结果提示 SGC 中负责吞噬两种微球的可能是不同的细胞。 
为了了解血细胞对血液中生物颗粒的吞噬情况，我们将 WSSV 病毒粒子和
大肠杆菌分别注射鳌虾，结果显示 GC 和 SGC 均可以吞入 WSSV 以及大肠杆
菌。其中吞入大肠杆菌的血细胞比例在注射 15min 之后达到高峰（%）随后逐步
下降；而吞入 WSSV 的血细胞比例在 2h 内逐步上升，3h 之后血液中的血细胞
急剧减少。因此我们推测血细胞对生物颗粒和非生物颗粒的吞噬以及清除方式
存在较大差异。 
 
关键字：螯虾血细胞；流式细胞术；吞噬作用 
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Abstract 
Crustacean lack adaptive immunity and immune defence mainly rely on innate 
immunity which can effectively resist the invasion of external microorganisms. It is 
well known that hemocytes, which can be classified into different groups according to 
morphological characteristics, play vital role in crustacean immunology. The 
phagocytosis of hemocytes is one of the main ways of pathogen clearance whereas 
which types of hemocytes have function of phagocytosis remain controversial. In our 
study, the cell type of hemocytes that located in different regions of the flow cytometry 
(FCM) scatter plot were confirmed with cell sorting. We confirmed that the two groups 
of hemocytes were granulocytes (GC) and semigranulocytes (SGC) with optical 
microscopy and transmission electron microscopy. To studying the phagocytosis 
function of different types of hemocytes in aspect of endocytosing different sizes of 
inorganic particles. 0.2 μm microspheres (FM) and 2 μm microspheres were injected 
into blood circulation system of Cherax quadricarinatus respectively, The phagocytosis 
ability of two types of hemocytes was calculated by statistics of flow cytometry. The 
subsequent time period trial and concentration gradient experiments defined the 
reaction time of phagocytosis and optimal injection doses respectively. It turned out 
that the reaction time of phagocytosis is 4h, and the ratio of positive cells internalizing 
0.2 μm FM was 10.46%, of 2 μm FM was 4.74%. Moreover, the optimal injection dose 
of 0.2 μm FM and 2 μm FM were 4000:1 and 50:1 respectively (FM/hemocytes), and 
the proportion of positive cells were 14.68% and 8.53%. Because the number of 
microspheres is much larger than the number of blood cells, a large proportion of 
hemocytes swallowing multiple FM can be observed, which indicated that only a small 
percentage of cells possess ability of phagocytosing FM. 
    Then, the crayfishes were injected FM with the dose of 4000:1 (0.2 μm FM) and 
50:1 (2 μm FM) respectively for 5h. The statictics of FCM were used to analysing the 
property of different types of hemocytes that have phagocytosis. It was found that 9.09% 
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of all hemocyte have internalized 0.2 μm FM, in which 8.11% of SGC and 11% of GC 
taked part in the phagocytosis, that accunt for 58.58% and 41.42% of phagocytes 
respectively. It showed that SGC have the capacity to engulf the different sizes of 
inorganic paticles, on the contrary, the GC can only swallow big non-biological 
granules. 
SGC can swallow 0.2 μm FM and 2 μm FM respectively, we injected mixed FM 
suspension containing 0.2 μm FM and 2 μm FM into Cherax quadricarinatus in order 
to figure out whether SGC which internalize 0.2 μm FM and SGC that engulf 2 μm FM 
were same group of cells. The results showed that, 17.9% of SGC phagocytosed 0.2 μm 
FM, 5.57% of SGC phagocytosed two FM simultaneously and there were rare SGC 
could swallow 0.2 μm FM. The phagocytic rate of SGC was 23.54%, which is nearly 
equal to the sum of SGC when injecting two FM respectively.  
In order to understand the roles of hemocytes in phagocytosing biological paticles, 
we injected WSSV and E.coli into Cherax quadricarinatus respectively. The results 
showed that both SGC and GC can internalize WSSV and E.coli. The proportion of 
blood cells that swallowed E. coli reached a peak (%) after 15 min, and the ratio of 
hemocytes that swallowed WSSV was increased in 2h, however, the quantity of 
hemocytes decreased markly after 3h. we speculate that there is a big difference 
between phagocytosing biological particles and inorganic particles. 
 
Key words: Hemocytes of Cherax quadricarinatus; Flow cytometry; Phagocytosis 
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1. 前言 
1.1 甲壳动物及其免疫学研究 
1.1.1 甲壳动物免疫学研究概况 
甲壳动物属于节肢动物门，是一个物种极其庞大的亚门，在海洋动物中占有
很大一部分比例，大概有 40000到 60000个物种[1]。甲壳动物循环系统为半开放
式循环系统,由水分、细胞、无机盐和蛋白构成。不同物种中血管分布有很大不
同，其中十足目有较为发达的心血管系统，血液的循环是从心脏开始通过散布在
心包膜和分支中的动脉流动到头部，再经血窦循环至全身，血窦又会引导血液至
虾鳃丝中再输送携带氧分子的血蓝蛋白流回心脏完成一次血液循环[2]。甲壳动物
的动脉主要分为两部分，一部分是在皮下呈线形，并一部分则是在全身各处凹陷
内由一层薄的内膜包裹，可以进行营养物质和气体等的交换[3]。 
无脊椎动物无法产生特异性的免疫球蛋白，因此免疫防御主要依靠非特异性
免疫。甲壳动物的第一道防线是坚硬的甲壳和上皮组织，不止抵御机械损伤和外
界寄生虫，在其含有消化酶的酸性环境中，还可以杀死和降解大多数的病毒和细
菌[4]。此外对抗病原体的侵染主要依靠体液免疫和细胞免疫，体液免疫主要包括
酚氧化酶原系统、血蓝蛋白、溶菌酶、抗菌肽和磷酸酶等免疫蛋白因子参与的免
疫反应，细胞免疫主要是血细胞参与的吞噬作用、包囊化作用、结节作用和呼吸
爆发。在体液免疫和细胞免疫中有些蛋白因子都会起到一定作用，所以细胞免疫
和体液免疫在一些免疫防御中是相互协同的关系。无脊椎动物的先天性免疫系统
识别异己成分主要依靠识别入侵外源异物表面的保守的抗原相关模式分子
PAMPs
[5]，而识别需要模式识别受体 PRRs[6]，包括 C-type 凝集素、半乳糖封闭
凝集素、肽聚糖识别蛋白、硫酯蛋白和革兰氏阴性菌封闭蛋白等[7]。 
甲壳动物的免疫功能还受到环境因素的影响，通常是对一些免疫抑制因子起
作用进而影响血细胞数量、吞噬作用和黑化作用。其中影响最显著的是水中氨的
浓度会影响过氧化物酶原和细胞黏附蛋白相关基因的表达[8]。现如今虾蟹养殖过
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程中出现的病害与养殖环境有很大关系，水中溶氧量、氨浓度、污染物、水温等
都会影响生物体的健康状态，例如水温和溶氧量会显著影响摄食活性和血细胞的
数量，水中氨浓度过高会直接损害器官，并影响机体新陈代谢和渗透压平衡。 
1.1.2 甲壳动物的体液免疫 
甲壳动物的体液免疫主要指 GC 和 SGC 通过胞外分泌以及储藏在颗粒中的
免疫相关蛋白参与一系列免疫反应，如过氧化物酶级联反应、细胞黏附蛋白和抗
菌肽[9]。其中细胞黏附蛋白参与细胞粘附、脱颗粒作用、调理素作用和过氧化物
酶级联反应。并且作为调理素在细胞吞噬过程中发挥作用，促进细胞包囊化作用
[10]。 
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图 1-1  甲壳动物的先天性免疫系统[11] 
 
1.1.2.1 酚氧化酶原系统与黑化作用 
酚氧化酶（PO）是主要来自于甲壳动物 GC 和 SGC 的颗粒中的一种具有
杀菌活性的含铜氧化酶，和脊椎动物的补体系统有相似之处，它是由丝氨酸蛋
白酶激活的酚氧化酶原（proPO）产生，而丝氨酸蛋白酶是由革兰氏阴性菌的
脂多糖、肽聚糖和真菌的葡聚糖等 PMAPs刺激下而被激活的。随后则是酚氧化
酶原级联反应和黑化作用，直到病原体被杀死[12]。激活状态的酚氧化酶可以产
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生许多具有高活性和毒性的活性氧，这些活性氧可以直接杀死微生物[13]，例如
氧化反应过程中产生黑色素和具有不同细胞毒性的醌，黑色素介导的黑化反应
能够在病原体表面形成结块并抑制胞外蛋白和几丁质酶的活性来杀死病原体。
黑化作用在很多节肢动物中是一项重要的免疫反应机制[14]，很多证据表明酚氧
化酶级联反应能够协助细胞吞噬作用和封装作用来促进细胞免疫反应。许多免
疫反应如凝集反应、血细胞脱颗粒和酚氧化酶原系统的激活由同一种信号因子
起始，所以在不同的免疫反应发生过程中很有可能会发生 cross-talk 现象[4, 15]。
黑化反应能够产生具有细胞毒性的醌和其他短期的反应中间物，这些中间产物
会参与生成更多的长期产物，如产生的黑色素可以封装病原体。它反应迅速高
效但也对细胞有损害，不过有时也能起到组织修复的作用[16]，黑化作用在甲壳
动物体内是酚氧化酶原激活后最后杀死病原体的反应，但是它的发生并不是只
有这一种途径。由病原释放的酶或者机械损伤的组织都会引发酚氧化酶原系统
的活化，但是任何的 PMAPs 的存在（如细菌脂多糖、肽聚糖、真菌 β-1,3-葡
聚糖）都会引起黑化作用[17]。在对虾的研究中发现造血组织干细胞并不能表达
酚氧化酶原，只有细胞成熟后释放到循环系统中的血细胞才能表达酚氧化酶原
[18, 19]。 
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图 1-2  节肢动物的酚氧化酶原系统[4] 
 
1.1.2.3 血蓝蛋白 
    血蓝蛋白是所有软体动物和节肢动物体内位于细胞外的用来运输氧的铜离
子蛋白，在血淋巴蛋白中的比例达到 95%以上。它类似于哺乳动物的红细胞内的
血红蛋白，不过血红蛋白是铁离子蛋白，携带铁离子在二价和三价之间转换。血
蓝蛋白呈现蓝色是因为携带的铜离子在一价和二价之间转换，这种运输氧的蛋白
分子量 72kDa 左右，主要存在于血淋巴之中[20]。有研究表明血蓝蛋白和酚氧化酶
属于同一类接头蛋白，也参与免疫防御反应[21-23]。 
1.1.2.4 凝血反应 
血液凝集是甲壳动物防止损伤部位血液流失过多或者病原在伤口部位入侵
机体的一种防御方法[24-26]。对于血液凝集是否会引起其他系列的免疫防御反应或
者凝血会损伤病原体等还没有报道，但凝血在免疫防御中发挥重要作用是毋庸置
疑的[27, 28]。 
甲壳动物凝血反应在虾蟹中研究较多，凝血过程需要召集很多细胞和血浆中
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